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Expression and activity analysis of the recombinant Solenopsis invicta Buren 


venom allergen Sol i1 

HAN Xue-Qing'[] LIN Xiang-Mei'[] ZHANG Yong-Guo'[] CHEN Yan'[] YE Gui-Sheng D YANG Wei-Dong"[] 
XIA Qiao-Yu'[] YANG Ze-Xiao[] WANG Jian-Fengf] 1. Chinese Academy of Inspection and Quarantine[] 
Beijing 100029[] China[] 2. Institute of Microbiology and Epidemiology[] Academy of Military Medicine 
Sciences[] Beijing 100071[] China[] 3. Animal Science and Technology College[] Northwest Sci-Tech Agriculture 
and Forestry University[] Yangling[] Shaanxi 7121000 China[] 4. Shenzhen Entry-Exit Inspection and Qurantine 
Bureau[] Shenzhen[] Guangdong 518045[] China[] 

Abstract |] Objective[] To study the molecular pathogenic mechanism of Solenopsis invicta Buren venom 
allergens and produce reagents for the prophylaxis and therapy of S. invicta sting.[] Methods[] In the study[] 
the S. invicta venom allergens sol il gene and its fragment sol ila encoding the truncated peptide without 
transmembrane region were amplified by RT-PCR and nPCR[]and then be sequenced. Two recombinant 
plasmids Sol il-pET43.1a and Sol ila-pET43.1a were constructed and verified by PCR[] RE digestion and 
sequencing[] and then transformed into E. coli ВІ2І DE3[] and induced by IPTG. The expression products 
were purified by affinity chromatograph following with the identification of SDS-PAGE and Western blotting] 
and then used to inoculate rabbits for analyzing the allergenic activity and the potential in therapy [] Results[] 
Тһе results showed that the nucleotide homology of the amplified product with that published in GenBank was 
99%[] and the recombinant fusion proteins expressed in BL2[] DE3[] at high-level had good allergenic activity 
and immunotherapy potential [] Conclusions[] Recombinant Sol if] 1Sol i1[] and recombinant Sol i14] rSol ila[] 
expressed іп ВІ2П DE3[] both had excellent biological activity[] which set basis for further studying the 
mechanism of S. invicta venom allergens and the prevention of S. invicta . 
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Table 1 Тһе code sequence and length of the primers 


0000 


Primer no. 


0000 ППП 0 
Primer sequences Length 





ES1-f 5'-TCC GAATTCATGAGAAAGTTTGCCGCG-3' 27 
ESl-r |. 5'-GTG СТССАСТТТАТТССТСССТССАСТТ-3' 28 
ESla-f |. 5'-CCG GAATTCGGCTTCACCAGTTCTGCA-3' 27 
ESla-r | 5'-GTG СТССАССТАСССССАСТТАТТССТ-3” 27 
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ШИШИШИ 
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和 DDN 
271 AGATTTAAAGATOTOGGAAA TGGATTTGTACAGAAAGOTGATAGAGGATT TATAGTAGAT TOG TO TGAGGGAGO TTGCAC TOATOGA 
361 TCAACTTATG эе H еы TTG 
MT 
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451 TGTAAAATTCCATTGAATAAT ATCCAATAT GTAGGTGACAGTCT TGGC TCAGACGTGTG CGGC TTGCGC TGC AAA ACATGTT 


541 AMAT ATAAACAAAACTATGCCGTATATCTTAGO ACTCGATCCTGCTGATCCTTCC TTCGGTAGC AATAAGTGCGGGTAGAGAATO 
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s ТИСЬ 
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(ШИДЇИИИИШШАШ ИЛИ ДШШЩ 
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991 —CACGCTTTTCCTGACTGTGCACG TAATCTA TTTAAGTGC AGGCAGCAATAA ns 


HEEL LLL HE HELL ELE E LL LLL AL 
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01 ППППШ peoreossrr] 0 Ш 000 Ser i B ПП 7. ПП CTI. Avesa9esr 0 DTI U U U U 
Fig. 1 Alignment of the PCR product] DQ016038[] top line[] with Sol il sequence published] AY684998[] bottom lind[] 
“00000000000” 1" indicates identical base in both sequences. 
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式 PCR(nPCR) 分 别 得 到 约 1 041 bp 与 372 bp 的 特异 
性 条 带 ,然后 按 1.2.2 节 (4) 方 法 进行 扩 增 产物 测序 
分 析 ( 图 1, 上 行 ) , 扩 增 的 Sol il 基因 片段 为 1 041 bp 
(GenBank 登录 号 DQ016038) ,Sol ila 基因 片段 为 372 
bp。 由 于 Sol ila 为 Sol il 基因 的 活性 片段 ,我 们 只 
对 Sol i1 基因 的 序列 与 GenBank 收录 的 红火 蚁 Sol i1 
序列 (AY684998) 进 行 了 同 源 性 比较 ,它们 之 间 仅 有 
Ж 270.622 和 1 014 位 的 3 个 核 苷 酸 不同 ( 图 1), 同 
源 性 达 99%. 
2.2 Solil 基因 与 Sol ila 基因 的 表达 与 纯化 

按照 1.2.3 节 的 操作 将 获得 的 Sol il 基因 与 Sol 
ila 基因 克隆 到 表达 载体 pET43.1a 中 ,经 PCR 鉴定 
与 酶 切 鉴定 ,结果 均 为 阳性 的 重组 质粒 进行 测序 监 
定 确 保重 组 质粒 的 正确 构建 ,并 分 别 命名 为 Sol il- 
pET43.1a 和 .Sol ila-pET43.1a。 然 后 将 重组 质粒 转 
化 BL21(DE3 ) 感 受 态 用 IPTG 诱导 表达 ,SDS-PAGE 
分 析 表 明 ,在 约 99 kD 和 74 kD 处 出 现 额 外 条 带 (图 
2): Sol il 基因 长 度 为 1 041 bp,Sol ila 基因 长 度 为 
372 bp, 分 别 编 码 498 和 126 个 氨基 酸 ,理论 分 子 量 
分 别 为 38.2 kD 和 13.9 kpD ,融合 载体 上 的 NUS-Tag 
( 约 60 kD) 和 2 个 His-Tag, 与 预测 的 表达 重组 融合 
蛋白 大 小 相符 ,表明 2 个 外 源 基 因 得 到 了 高 效 表达 。 
接着 对 表达 蛋白 进行 Western. blotting 检测 ,结果 表 
明 诱 导 表 达 的 2 个 融合 蛋白 都 可 以 与 组 氨 酸 单 抗 发 
生 特 异性 反应 (图 3)。 由 此 可 见 , 所 构建 的 红火 蚁 
致 敏 毒 素 Sol il 基因 全 长 及 部 分 基因 片段 重组 质粒 
转化 BL21(DE3) 菌 经 诱导 后 能 良好 表达 所 设计 的 目 
的 蛋白 。 根 据 文献 用 Ni-NTA 介质 金属 敖 和 亲 和 层 
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图 2 表达 蛋白 的 SDS-PAGE 检测 结果 
Fig. 2 SDS-PAGE detection of protein expressed in E. coli 
M: 蛋白 质 分 子 量 标准 Protein molecular weight marker; 
1: BL21(DE3) 培 养 物 BL21(DE3) culture; 2: PET43 .1a 转化 
BL21(DE3) 培 养 物 pET43. 1a transformed BL21(DE3) culture; 
3: Sol ila-pET43.1a 转化 BL21(DE3) 培养 物 Recombinant plasmid 
Sol ila-pET43 .1a transformed BL21(DE3) culture; 
4: Sol il-pET43.1a 转化 BI21(DE3) 培养 物 Recombinant 
plasmid Sol 11-рЕТ43.1а transformed BL21(DE3) culture. 


ЖҮН Sol il-pET43. 1a 和 Sol ila-pET43.1a 重组 蛋 
白 进 行 了 纯化 (图 4) ,其 中 Sol ila ЖЕН 0 n] 
性 蛋白 ,Sol 11 表达 蛋白 为 包涵 体 蛋 白 , 因 此 Sol il 
表达 蛋白 纯化 洗 脱 缓冲 液 中 含有 8 шөлі, 的 尿素 进 
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图 3 重组 蛋白 的 Western blotting 检测 结果 
Fig. 3 Western blotting of the recombinant proteins 
А: Sol il-pET43. 1a 表达 蛋白 的 Western blotting 检测 结果 
The Western blotting results of Sol il-pET43.1a protein expressed 
іп E. coli; B: Sol ila-pET43.1a 表达 蛋白 的 Western blotting 
检测 结果 The Western blotting results of Sol ila-pET43.1a 
protein expressed in E. coli. М: 蛋白 质 分 子 量 标准 
Protein molecular weight marker; 1, 2: Sol il-pET43.1a 
重组 质粒 转化 В121( БЕЗ) Sol il-pET43. 1a transformed BI21(DE3) ; 
5, 6: Sol ila-pET43. la 重组 质粒 转化 BI21(DE3) 
Sol ila-pET43.1a transformed BI21(DE3) ; 3, 4, 7, 8: pET43.1a 
转化 BI21(DE3) pET43.1a transformed ВІ21(0Е3). 





4 ”目的 蛋白 的 纯化 结果 
Fig. 4 Purification results of the recombinant proteins 
M: 蛋白 质 分 子 量 标准 Protein molecular weight marker; 
1: Sol il 纯化 蛋白 Purification of Sol il recombinant protein; 
2: Sol ila 纯化 蛋白 Purification of Sol ila recombinant protein . 


2.3” 有 蛋白 活性 试验 结果 

由 于 表达 的 重组 蛋白 融合 有 NUS-Tag, 因 此 本 
试验 设计 了 生理 盐水 空白 对 照 组 和 NUS 蛋白 对 照 
组 。 结 果 表 明 : 小 白鼠 注射 重组 蛋白 后 没有 异常 反 
应 ; 而 大 耳 白 注射 重组 蛋白 后 反应 明显 ,出 现 发 热 、 
精神 沉郁 现象 。 注 射 15h 后 ,第 1 组 1 只 白 兔 开始 
出 现 呼吸 急促 ,体温 升 高 至 41.2 ,全 身 出 现 紫 斑 ， 
耳 部 尤为 严重 (图 5: A) ,其 他 组 正常 ; 注射 24h 后 ， 
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40.5% (El 5: B); 第 3 组 有 2 只 白 免 出 现 精神 沉郁 ， 
体温 升 高 至 40.9 ,皮肤 出 现 红肿 (图 5: С); 第 4、5 
组 纯 NUS 蛋白 与 生理 盐水 对 照 组 的 白 兔 体温 正常 ， 
为 39.0% ~39.3% ,皮肤 正常 (图 5: 0); 72h 后 ,过 
敏 反 应 兔子 开始 好 转 ; 96 h 后 ,过 敏 反 应 兔子 完全 
康复 ,连续 观察 5 天 ,未 出 现 死亡 。 由 此 可 见 , 9 只 
注射 重组 蛋白 的 实验 兔子 共有 4 只 出 现 过 敏 反 应 ， 
过 敏 兔 子 比率 达到 44.4% (4/9); 兔子 接种 重组 蛋 








白 后 最 早 在 8 h 左右 开始 发 热 ,16 ~ 24 h 后 体温 达 
到 最 高 ,最 高 可 达 41.270,72 h 后 基本 恢复 正常 体 
їй; 这 说 明 两 种 重组 蛋白 均 有 较 强 的 致 敏 活性 。 
按照 1.2.5 节 (1) 方 法 进行 重组 蛋白 的 蛋白 皮 
试 与 免疫 治疗 试验 ,第 1 组 与 第 2 组 分 别 出 现 2 只 
和 3 只 过 敏 反 应 的 兔子 , 取 过 敏 体质 的 兔子 进行 免 
疫 治 疗 4 天 后 ,再 次 接种 纯化 的 致 敏 毒 素 蛋 白 后 均 
未 出 现 明 显 的 过 敏 反应 ,表明 这 两 种 重组 蛋白 对 过 


人 敏 体 质 的 兔子 具有 相应 的 免疫 治疗 效果 。 





图 5 注射 重组 蛋白 后 免 体 反应 
Fig. 5 Rabbit response to the recombinant proteins 
A: 兔子 对 重组 蛋白 Sol il 的 病理 反应 Pathogenic response to recombinant Sol il (1601 i1) ; 
B: 兔子 对 重组 蛋白 Sol Па 的 病理 反应 Pathogenic response to 1Sol ila; 
C: 兔子 对 重组 蛋白 Sol ila 与 Sol 11 的 病理 反应 Pathogenic response to rSol il and 1501 ila; 
D: NUS 蛋白 和 生理 盐水 对 照 组 兔子 的 反应 Control group. 


3 讨论 


虽然 红火 蚁 致 敏 毒 素 蛋 白 可 以 致 敏 并 诱发 过 敏 
反应 ,但 在 红火 蚁 过 敏 诊 断 、 治 疗 方面 具有 重要 的 实 
用 价值 和 意义 ,因此 人 们 对 之 进行 了 大 量 研 究 。 
Stafford 等 (1992) 对 33 个 成 年 红火 蚁 过 敏 病人 进行 
红火 蚁 毒液 皮肤 试验 ,结果 表明 红火 蚁 毒液 可 以 安 
全 和 有 效 的 用 于 红火 蚁 过 人 敏 诊断 。 也 有 报道 用 红火 
蚊 全 蚊 提 取 物 对 红火 蚁 过 敏 进行 免疫 治疗 的 试验 ， 
结果 表明 经 过 治疗 的 病人 再 次 受到 叮咬 后 只 有 局 部 
的 反应 (Freeman et al.，1992)。Ponder 等 (1994) 还 
利用 红火 蚁 毒液 致 敏 蛋 白 建立 了 检测 火 蚁 毒液 特异 
IgE 的 ELISA 方法 ,与 毒液 放射 变 应 原 吸附 测定 法 
( Radio allergosorbent test，RAST) 相 比 ,成 本 较 低 并 且 
更 加 人 敏感 ,而 国内 尚 无 相关 研究 报道 。 我 们 对 红火 
蚁 体内 毒素 蛋白 Sol il 全 基因 进行 了 序列 分 析 与 表 
达 , 并 研究 了 其 表达 产物 的 生物 活性 ,填补 了 我 国 在 
这 方面 研究 的 空白 。 

本 研究 用 RT-PCR 获取 的 毒素 蛋白 Sol il Ж 
因 测 序 鉴 定 后 进行 同 源 性 比较 ,与 AY684998 1А 
同 源 性 高 达 99% (图 1) ,氨基 酸 序 列 同 源 性 为 99% 
(AAT95008) ; 用 OMIGA2.0 对 Sol il、Sol i2,Sol i3 和 
Sol i4 氨基 酸 序列 同 源 性 分 析 ,Sol il 与 Sol 12,501 13 


与 Sol i4 同 源 性 都 不 超过 8% ,Sol 12 与 Sol i4 氨基 酸 
序列 同 源 性 仅 为 40% ,这 与 Hoffman(1993) 报 道 的 
Sol i2 与 Sol 14 氨基 酸 序列 同 源 性 为 35% 相 符合 ,也 
进一步 证 明了 4 种 毒素 蛋白 的 БЕ 反应 间 无 相关 
性 。 

本 研究 中 考虑 到 Sol il 全 基因 的 原核 表达 产物 
为 包涵 体 蛋白 及 包涵 体 对 蛋白 活性 的 影响 ,同时 表 
达 了 Sol 11 活性 基因 片段 Sol Па, Жаса 
明 重 组 蛋白 Sol 11 和 Sol ila 都 具有 致 敏 活性 ,这 上 暗 
示 重 组 蛋白 Sol il 的 活性 部 位 很 可 能 暴露 在 包涵 体 
表面 ,而 且 也 说 明 Sol il 氨基 酸 残 基 238 ~ 347 ХҚ 
可 能 就 是 毒素 蛋白 Sol il 活性 区 域 。 免 体 蛋 白 皮 试 
和 免疫 治疗 试验 结果 初步 表明 重组 蛋白 Sol il 与 Sol 
ila 不 仅 可 以 用 于 过 敏 性 的 诊断 ,而且 可 以 用 于 免疫 
治疗 。 可 以 说 ,本 研究 不 仅 为 研制 更 加 特异 的 红火 
蚁 毒液 过 敏 反 应 诊断 和 有 效 的 治疗 制剂 提供 了 科学 
依据 ,而 且 为 进一步 研究 红火 蚁 毒素 蛋白 致 病 分子 
MEAE TEM. 
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